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(57) Abstract: The invention concerns a method for determining bacteria sensitivity (bacteriostatic effect, that is minimal inhibitory 
concentration or MIC) in cellular medium or in germ-free medium, by assay of a bacterial suspension in the presence or not of an 
antibiotic tested at several specific concentration levels, by quantitative PCR. In such conditions, a biostatic effect corresponds to a 
bacterial count after incubation in the presence of the antibiotic not more than the initial bacterial count (or inoculum), whereas a 
l4Ti control without antibiotic (growth control) shows gradual increase of the bacterial count in time. 

m 



(57) Abrege : L' invention concerne une methode de determination de la sensibilite des bacteries (effet bacteriostatique, soit concen- 
tration minimale inhibitrice ou CMI) en milieu cellulaire ou en milieu axenique, par titrage d'une suspension bacterienne en presence 
ou non d'un antibiotique teste a une ou plusieurs concentrations donnees, par methode de PCR quantitative. Dans ces conditions, 
un effet bacteriostatique correspond a un titre bacterien apres incubation en presence de 1' antibiotique inferieur ou egal a celui du 
titre bacterien initial (ou inoculum), alors qu'un temoin sans antibiotique (temoin de croissance) montre une elevation progressive 
du titre bacterien au cours du temps. 
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Methode de determination de l'activite bacteriostatique ou bactericide des 
agents antibiotiques par PCR quantitative. 



La presente invention concerne la determination de la sensibilite aux 
5 antibiotiques des bacteries intracellulaires en milieu cellulaire, ou des bacteries a 
croissance extra cellulaire en milieu axenique, par methode de PCR quantitative. 

La presente invention concerne plus precisement la determination de 
l'activite bacteriostatique ou bactericide de differents agents antibiotiques vis a 
vis de bacteries a croissance intracellular et/ou en milieu axenique. 
10 L'activite des antibiotiques est actuellement mesuree en culture cellulaire 

pour les bacteries intracellulaires strictes, et/ou en culture axenique pour les 
autres bacteries, en milieu liquide ou en milieu solide. Deux types de mesure 
sont classiquement effectues par, d'une part l'activite bacteriostatique qui 
empeche la croissance des bacteries, on mesure alors la concentration minimale 
15 inhibitrice (CMI) et d'autre part l'activite bactericide qui entrame la disparition des 
bacteries vivantes, et pour laquelle on mesure alors la concentration minimale 
bactericide (CMB). 

La presente invention concerne egalement une methode qui permet de 
determiner la concentration minimale inhibitrice (CMI) d'un antibiotique donne vis 

20 a vis d'une souche bacterienne donnee, selon la definition universellement 
reconnue, c'est-a-dire la plus petite concentration d'antibiotique empechant toute 
croissance bacterienne par rapport a un controle de croissance ne contenant 
pas I'antibiotique teste. 

La concentration minimale bactericide (CMB) correspond a la plus petite 

25 concentration d'antibiotiques entraTnant une diminution de 10 3 ou 10 4 - selon les 
standards reconnus - du titre bacterien de I'inoculum initial. 

Le principe de la determination de I'effet bacteriostatique d'un antibiotique 
est de quantifier la croissance bacterienne en presence ou non d'un antibiotique 
donne, cet antibiotique etant considere comme bacteriostatique s'il est capable 

30 de bloquer la croissance bacterienne. Pour ce faire, la quantite de bacteries 
contenue dans une suspension bacterienne est determinee en debut 
d'experimentation (inoculum) et apres incubation de la culture en presence ou en 
absence (temoin de croissance) de Tantibiotique teste. Un antibiotique est dit 
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bacteriostatique si apres un temps donne d'incubation des cultures bacteriennes, 
le titre bacterien dans la culture contenant I'antibiotique est inferieur ou egal au 
titre de I'inoculum, alors qu'une augmentation significative de ce titre est 
detectee au niveau du temoin de croissance. 

5 Les differentes methodes devaluation de la sensibilite aux antibiotiques 

des bacteries a croissance en milieu axenique utilisent ce principe de base, mais 
varient par la technique de mesure de la croissance bacterienne qui est basee 
soit sur le compte des unites formant colonie apres repiquage des suspensions 
bacteriennes sur milieu gelose (ufc/ml), soit sur une technique turbidimetrique 

10 par mesure de la densite optique de la suspension, soit encore sur la detection 
d'un metabolite bacterien tel que la production de C02 ou de tout autre 
metabolite (5,6). 

II n'existe pas a ce jour de methode de determination de I'activite 
bacteriostatique ou bactericide d'un antibiotique vis a vis d'une bacterie donnee, 

15 qui puisse etre applicable a tout type de bacterie. 

Dans les methodes connues on realise des cultures cellulaires et le temps 
d'incubation minimum des cultures permettant de differencier de facon 
statistiquement significatives le titre bacterien obtenu apres ledit temps 
d'incubation dans la culture sans antibiotique par rapport a I'inoculum de depart 

20 est en pratique courante un temps correspondant a une multiplication du titre 
bacterien apres incubation d'un facteur d'au moins 10 5 plus generalement 
superieur a 10 9 , par rapport a I'inoculum de depart. Le temps d'incubation des 
cultures est ainsi fixe arbitrairement a 18 heures pour les techniques 
conventionnelles appliquees aux bacteries a croissance rapide en milieu 

25 axenique, mais peut etre de plusieurs jours pour les bacteries a croissance lente 
en milieu axenique ou en milieu cellulaire dans la mesure ou le temps 
d'incubation depend bien evidemment du temps de doublement de la bacterie, 
c'est-a-dire sa vitesse de croissance. 

En outre, pour certaines bacteries, les methodes conventionnelles ne sont 

30 pas applicables. En particulier, les investigations entreprises par les inventeurs 
ont ete initialement justifiees par la necessite de determiner la sensibilite aux 
antibiotiques de bacteries Rickettsia felis, une bacterie isolee et caracterisee 
recemment (7) pour laquelle les methodes utilisees habituellement pour 
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determiner I'activite des antibiotiques vis a vis de ce groupe bacterien rVetait pas 
applicable. 

Les rickettsies sont des bacteries intracellulaires strictes, necessitant pour 
leur culture des systemes cellulaires. La determination de leur sensibilite aux 
5 antibiotiques ne peut done etre realisee par les methodes de bacteriologie 
conventionnelle, mais necessite I'utilisation de modeles cellulaires, et est 
habituellement realisee en laboratoire de recherche disposant des ces 
techniques. Deux modeles ont ete developpes par le passe, notamment le 
modele des plages de lyse (qui est considere comme modele de reference) et le 
o modele colorimetrique (« dye uptake assay ») (4). Toutefois ces modeles 
demeurent de realisation fastidieuse, et ne sont pas applicables a des souches 
ou especes de rickettsies qui poussent difficilement sur les modeles cellulaires 
habituels (en particulier I sur cellules Vero) et/ou ne produisent pas de plages de 
lyse sur ces cultures cellulaires. C'est le cas en particulier de R. felis, qui a ete 
5 isolee sur cellules de crapaud (XTC2) et ne produit pas ni sur cellules Vero ni sur 
XTC2 de plages de lyse. II etait done necessaire de developper de nouvelles 
techniques non basees sur la formation de plages de lyse et de realisation moins 
fastidieuse. 

On connaTt egalement des techniques automatisees impliquant des temps 
d'incubation de 6 a 8 heures (5). Le systeme automatise le plus innovant et le 
plus rapide a ce jour est le systeme VITEK 2® (bioMerieux-Vitek). D'autres 
systemes automatises existent : notamment le systeme WalkAway® (McDade, 
USA), ou le systeme PHOENIX® (Becton Dickinson). Dans le systeme VITEK 
2®, I'activite d'un antibiotique vis a vis d'une bacterie donnee est evaluee par 
determination de sa croissance au cours du temps en presence d'une 
concentration donnee de cet antibiotique, ceci par mesure de fluorescence. La 
courbe de croissance obtenue pour une souche donnee est comparee a 
differentes courbes predetermines pour le micro-organisme considere, qui 
varient en fonction du mecanisme de resistance acquise de ce germe (5). La 
technique VITEK 2® permet de plus, grace a un algorithme specifique, de 
calculer une CMI approchee (5). Enfin, par I'etude de la sensibilite d'une souche 
particuliere a plusieurs molecules antibiotiques d'une meme famille, la technique 
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VITEK 2® permet de definir des phenotypes plus ou moins rares et done une 
expertise de la sensibilite antibiotique observee (5). Les limites principales de la 
technique VITEK 2®, et des systemes automatises de fagon generale, sont : 1 ) 
un spectre de bacteries pouvant etre testees par cette methode restreint aux 

5 bacteries de croissance en milieu axenique, et plus particulierement a celles 
dont la croissance peut etre obtenue en milieu simple (non enrichi) ; 2) pour le 
systeme VITEK 2® un spectre encore plus reduit car dependant de la 
disponibilite ou non de courbes de croissance en presence de I'antibiotique 
preetablies ; 3) pour le systeme VITEK 2® une interpretation de la sensibilite 

10 aux antibiotiques qui est dependante de I'obtention parallele d'une identification 
bacterienne (permettant de definir quel type de courbes preetablies utiliser) ; 4) 
pour le systeme VITEK 2® I'absence de determination « vraie » d'une CMI (la 
CMI etant seulement deduite du type de courbe de croissance). 5) pour les 
autres systemes automatises, un delai de determination des CMI proche des 

15 techniques conventionnelles, a savoir -18 heures. 

Les techniques d'amplification enzymatique d'ADN de type PCR ou d'ARN 
messager de type RT-PCR (apres reversion initiale de I'ARN en ADN par une 
enzyme de type reverse transcriptase) sont bien connues de Thomme de Tart. 
Habituellement, ces techniques permettent d'obtenir un nombre eleve de copies 

20 d'ADN par amplification a partir d'une source qui contient peu d'ADN ou d'ARN. 
Toutefois, le nombre final de copies d'ADN obtenues n'est pas directement 
correle au nombre de copies presentes dans I'echantillon initial. Les techniques 
de quantification d'ADN (29) ou d'ARN (30) par methodes de PCR ou RT-PCR 
quantitatives ont ete developpees plus recemment. Dans ces techniques, la 

25 quantification de i'ADN a partir de la source cible est realisee d'apres la cinetique 
d'amplification de I'ADN ou ARN cible, mesuree en temps reel par incorporation 
progressive d'un compose fluorescent a I'ADN neoforme et mesure de la 
fluorescence emise. 

Les techniques de PCR quantitatives ont ete utilisees a la quantification 

30 de copie d'ADN bacterien, notamment dans du tissu humain ou animal (1, 2). 
Les techniques de PCR quantitatives ont aussi ete appliquees a la detection d'un 
mecanisme moleculaire particulier de resistance aux antibiotiques, notamment 
chez Mycobacterium tuberculosis (3) ou Helicobacter pylori (9). Dans ce dernier 
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cas, il s'agissait de mettre en evidence directement une mutation survenue sur 
un ADN bacterien cible d'un antibiotique donne, et done responsable d'une 
resistance acquise a cet antibiotique. Mais, la technique utilisee ne necessitait 
pas de quantification des copies d'ADN bacterien dans la mesure ou elle 
5 detectait une resistance acquise a un antibiotique par la mise en evidence d'une 
mutation. 

Un but de la presente invention etait de foumir une methode devaluation 
de I'activite bacteriostatique ou bactericide d'un antibiotique vis a vis d'une 
bacterie qui soit applicable a tout type de bacterie, notamment de bacterie 
10 intracellular ou bacterie a croissance en milieu axenique. 

Un autre but de la presente invention etait de fournir une methode qui 
permette de mesurer I'activite des antibiotiques sur les bacteries en un temps 
significativement plus court que les techniques disponibles actuellement. 

Un autre but de la presente invention etait de fournir une methode qui 
15 puisse etre applicable en routine de laboratoire d'analyse biologique. 

Un autre but de la presente invention etait de fournir une methode qui 
puisse etre utilisable quel que soit le mecanisme moleculaire implique dans la 
resistance, y compris lorsque ce mecanisme n'est pas connu. 

Selon la presente invention, il a ete demontre que I'activite 
20 bacteriostatique ou bactericide des antibiotiques peut etre evaluee par mesure 
du nombre de copies d'acides nucleiques de type ADN des bacteries en culture 
en presence ou non de I'antibiotique a tester et que ce nombre est proportionnel 
au titre bacterien, en particulier au nombre d'unites formant colonie. 

Selon la presente invention, on mesure le nombre de copies d'acides 
25 nucleiques dans un echantillon de culture bacterienne contenant une 
concentration donnee d'antibiotiques, apres un temps d'incubation de la culture, 
et on le compare a I'inoculum de I'echantillon initial et a un echantillon en culture 
sans agent antimicrobien apres le meme temps d'incubation (temoin positif). 

Si le nombre de copies d'ADN apres un temps donne d'incubation de la 
30 culture bacterienne en presence de I'antibiotique est egal au nombre de copies 
des bacteries dans I'inoculum, alors que le temoin positif montre une croissance 
bacterienne significative, la bacterie n'a pas pousse et est done en presence 
d'un inhibiteur de la culture. II a ete demontre qu'il est possible de definir un 
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protocole cle maniere a ce que Ton puisse etablir une correlation lineaire entre la 
quantite d'ADN produite par la technique PCR et la croissance bacterienne. 

En particulier, il a ete defini un protocole devaluation de I'activite 
bacteriostatique ou bactericide d'un antibiotique impliquant la mise en ceuvre 
5 d'un meme protocole de PCR quantitatif applicable a toute bacterie d'interet 
medical a croissance extra cellulaire ou intracellulaire, protocole d'amplification 
genique par PCR qui soit directement applicable aux inocula bacteriens 
habituellement utilises lors de la determination de la sensibilite aux antibiotiques 
de ces bacteries, et en particulier une quantification directe des differents inocula 
10 bacteriens obtenus en presence ou non de I'antibiotique teste sans recours a 
des dilutions prealables de ces inocula. 

Des titrages bacteriens ont ete realises parallelement par la methode de 
PCR et par les methodes conventionnelles telle que la methode des unites 
formant colonie pour les bacteries a croissance extracellulaire, de fagon a 
15 demontrer la concordance entre les resultats obtenus par les differentes 
methodes de titrage. 

En outre, cette technique de denombrement des copies d'ADN presente 
I'avantage de reduire considerablement les temps d'incubation des cultures. 

Plus precisement, la presente invention fournit une methode de 
20 determination de I'activite bacteriostatique ou bactericide d'un antibiotique vis a 
vis d'une bacterie, caracterisee en ce qu'on effectue les etapes suivantes dans 
lesquelles : 

1) on realise des cultures in vitro de ladite bacterie a partir d'un inoculum 
de depart, respectivement en presence et en I'absence dudit antibiotique, 

25 pendant un meme temps defini d'incubation de ladite culture, permettant de 
multiplier le titre bacterien obtenu dans la culture sans antibiotique par rapport a 
celui de I'inoculum de depart d'au moins un facteur de 10 2 , et 

2) on extrait les ADN bacteriens de I'inoculum de depart et des cultures de 
ladite bacterie respectivement en presence et en I'absence dudit antibiotique, et 

30 on realise une amplification enzymatique de I'ADN d'un gene ou d'une portion de 
gene contenu dans lesdits ADN bacteriens par une methode du type PCR 
quantitative, selon un meme protocole, ladite methode permettant de deduire les 
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quantites d'ADN bacterien contenues dans lesdits inoculum de depart et lesdites 
cultures, et 

3) on compare les nombre de copies d'ADN de I'inoculum de depart et 
des cultures bacteriennes apres un meme temps d'incubation, respectivement 
5 en presence et en I'absence d'antibiotique, et on determine une activite 
bacteriostatique ou bactericide dudit antibiotique vis a vis de ladite bacterie si le 
nombre de copies d'ADN de ladite culture bacterienne apres incubation en 
presence d'antibiotique est : 

- inferieur ou egal au nombre de copies de I'ADN bacterien dans 
10 I'inoculum de depart, et 

- inferieur au nombre de copies de I'ADN bacterien apres incubation de la 
culture en I'absence d'antibiotique. 

Le temps d'incubation ideal est le temps minimum d'incubation des 
cultures permettant de differencier de fagon statistiquement significative le titre 

15 bacterien obtenu apres ledit temps d'incubation dans la culture sans antibiotique 
par rapport a I'inoculum de depart, a savoir en pratique selon ('invention, une 
augmentation d'au moins 2 logs du titre bacterien apres incubation par rapport a 
I'inoculum. Ceci permet en effet de mettre en evidence de fagon significative 
Teffet inhibiteur d'un antibiotique. 

20 Le temps d'incubation depend essentiellement du temps de doublement 

de la bacterie etudiee, c'est-a-dire sa vitesse de croissance. 

Le temps d'incubation necessaire pour tester I'activite des antibiotiques 
differe selon les micro organismes consideres et le type de test (en culture 
cellulaire ou en milieu axenique considere) mais est dans tous les cas inferieur a 

25 celui habituellement necessaire avec les methodes conventionnelles utilisees 
actuellement. 

Pour une bacterie du type Rickettsia, ce temps est d'environ 5 a 7 jours, 
alors que pour les bacteries extra cellulaires en culture en milieu axenique, il 
n'est que de 3 a 6 heures, de preference au moins 4 heures. 
30 II est necessaire d'evaluer a la fois I'inoculum de depart et celui apres 

incubation sans antibiotique, de fagon a verifier I'existence d'une croissance 
bacterienne en I'absence dudit antibiotique, et d'en deduire la presence ou non 
d'une inhibition de croissance en presence dudit antibiotique. 
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En ce qui concerne I'activite bactericide, celle-ci est determinee a I'etape 3 
si on met en outre en evidence une diminution du nombre de copies de I'ADN 
correspondant a une diminution du titre bacterien d'au moins 3 logs, c'est-a-dire 
d'un facteur 10 3 . 

5 II est traditionnellement difficile d'obtenir des resultats reproductibles 

concernant le titrage par methode de PCR quantitative des copies d'ADN 
contenues dans des suspensions bacteriennes. Differents facteurs affectent la 
fiabilite des resultats obtenus par methode de PCR quantitative, notamment le 
titre de I'inoculum bacterien a amplifier. En effet, le probleme rencontre concerne 

10 la sensibilite de la technique PCR quantitative en fonction du nombre de copies 
d'ADN que contient la suspension bacterienne a etudier. Le nombre de copies 
d'ADN determine par la technique de PCR quantitative peut etre sous evalue si 
un exces de copies d'ADN entrame un effet d'inhibition de I'amplification par 
PCR ou si, au contraire, un nombre trop faible de copies d'ADN rend la reaction 

15 d'amplification moins efficace. De ce fait, la correlation entre la numeration des 
copies d'ADN et des titres bacteriens se trouve biaisee. 

Dans un mode prefere de realisation, on realise lesdites cultures a partir 
d'un inoculum de depart contenant un titre bacterien de 10 4 a 10 5 bacteries/ml 
pour les bacteries a croissance extracellulaire et pendant un dit temps 

20 d'incubation permettant d'obtenir une croissance des bacteries correspondant a 
une multiplication du titre bacterien en I'absence d'antibiotique d'un facteur 10 2 a 
10 3 . Ces conditions de culture sont definies de fagon a tester a sensibilite des 
bacteries aux antibiotiques pendant leur phase de croissance exponentielle. 

Les inventeurs ont determine qu'en realisant des cultures de maniere a 

25 assurer une croissance de seulement 2 a 3 logs, c'est-a-dire pour les bacteries a 
croissance extracellulaire rapide avec des quantites de bacteries apres culture 
en I'absence d'antibiotique comprises entre 10 6 et 10 8 bacteries/ml, notamment 
UFC/ml a partir d'un inoculum de depart contenant 10 4 a 10 5 bacterie/ml, on 
obtient une methode devaluation de I'activite bacteriostatique d'un antibiotique 

30 vis a vis d'une bacterie apres un temps d'incubation reduit par rapport aux 
techniques anterieures, notamment un temps d'incubation de 4 heures pour une 
bacterie a croissance rapide en milieu axenique. En outre, il est ainsi possible de 
quantifier selon un meme protocole d'amplification du type PCR quantitative les 
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ADN bacteriens extraits des inocula et des cultures bacteriennes obtenues apres 
incubation en presence ou non de I'antibiotique testes directement sans dilution 
des ADN bacteriens, en restant dans les limites des quantites d'ADN pour 
lesquelles la methode d'amplification fournit des resultats fiables c'est a dire 
5 correspondant a une portion lineaire de la courbe d'etalonnage permettant de 
quantifier par PCR le nombre de copies d'ADN. 

Selon la presente invention, avantageusement on realise une 
quantification directe d'un meme volume de I'echantillon bacterien contenant 
desdits ADN bacteriens de I'inoculum de depart et des echantillons desdites 
10 cultures bacteriennes obtenues apres incubation, sans recours a des dilutions 
prealables desdits echantillons. En particulier, le nombre de copies d'ADN des 
suspensions bacteriennes dont les titres variaient de 10 4 a 10 8 bacterie/ml pour 
les bacteries a croissance rapide a permis de determiner I'activite des 
antibiotiques par quantification des copies d'ADN par un protocole d'amplification 
15 par PCR ne necessitant pas de dilution prealable des echantillons bacteriens. 

Dans un premier mode de realisation, ladite bacterie est une bacterie a 
croissance en milieu axenique. Plus particulierement et a titre illustratif, ladite 
bacterie est choisie parmi Escherichia coli, Salmonella enterica, Shigella 
dysenteriae, Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Enterobacter 
20 cloacae, de nombreuses autres especes pouvant etre testees par la methode 
selon I'invention. Dans ce premier mode de realisation, on realise en particulier 
une culture en milieu axenique pour un temps d'incubation de 3 a 6 heures, de 
preference au moins 4 heures. 

Dans un deuxieme mode de realisation, ladite bacterie est une bacterie a 
25 croissance intracellular. Plus particulierement, ladite bacterie est une bacterie 
du genre Rickettsia tel que Rickettsia felis, Rickettsia typhi et Rickettsia conorii. 
Plus particulierement encore dans ce cas, on realise ladite culture pendant un 
temps de 5 a 7 jours. 

Pour des titres bacteriens de 10 3 a 10 6 unites infectieuses par ml de milieu 
30 de culture pour les bacteries Rickettsia sp., il a ete possible de determiner 
Tactivite des antibiotiques par quantification des copies d'ADN par un meme 
protocole d'amplification par PCR ne necessitant pas de dilution prealable des 
echantillons bacteriens. 
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Avantageusement, dans la methode selon Pinvention, on etablit une 
courbe d'etalonnage permettant de convertir les nombres de copies d'ADN 
determines par ladite methode PGR quantitative en titres bacteriens (nombre de 
5 bacteries viables/ml de culture). 

La courbe d'etalonnage des mesures par PCR quantitative est etablie a 
I'aide de differentes dilutions, par exemple de raison 10 d'un inoculum de titre 
connu de la bacterie consideree. 

Dans ce cas, I'amplification d'un echantillon bacterien (inoculum de depart 
10 ou echantillon preleve apres incubation en presence ou non de I'antibiotique) 
permet d'etablir des courbes d'amplification, lesquelles sont des sigmoTdes. 
Seuls un petit nombre de cycles d'amplification, parmi les 30 ou 40 cycles 
programmes, correspond a une amplification exponentielle et lineaire des cibles 
ADN de chaque echantillon. C'est pendant cette phase que le signal de 
15 detection, notamment la fluorescence emise par incorporation d'un compose 
fluorescent a I'ADN neoforme, augmente de fagon lineaire. La sigmoTde 
d'amplification peut alors etre traduite en un point qui correspond au nombre de 
cycles necessaire pour obtenir un seuil donne de fluorescence. 

L'etablissement de la courbe d'etalonnage permet done de quantifier les 
20 echantillons bacteriens preleves en debut et en fin d'experimentation. II suffit 
alors de montrer qu'il y a au moins 2 logs d'ecart entre I'inoculum de depart et le 
titre obtenu dans la culture incubee sans antibiotique et que le titre de la culture 
incubee en presence de I'antibiotique est comparable a celui de Pinoculum pour 
demontrer un effet inhibiteur. Cette approche ne necessite pas la determination 
25 des titres bacteriens reels en terme d'UFC/ml mais seulement une evaluation de 
la difference dans le nombre de copies d'ADN entre inoculum de depart et 
culture bacterienne en presence ou non de I'antibiotique teste. 

Ledit antibiotique est utilise a une concentration correspondant a la 
concentration critique permettant de definir les zones de sensibilite de 
30 resistance, definie par le Comite Frangais de I'antibiogramme de la Societe 
Frangaise de Microbiologie (CA-SFM) en France, ou en fonction du standard du 
pays considere (par exemple le NCCLS pour les Etats Unis d'Amerique). En 
effet, une souche bacterienne est consideree comme sensible a un antibiotique 
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donne si sa croissance est inhibee par une concentration d'antibiotiques egale a 
la concentration critique inferieure definie notamment par le CA-SFM. Au 
contraire, une souche est consideree comme resistance a un antibiotique donne 
en I'absence d'inhibition de sa croissance lorsque I'antibiotique est ajoute a la 
5 concentration critique superieure definie notamment par le CA-SFM. 

Dans des modes de realisation particuliers, ledit antibiotique est choisi 
parmi ramoxicilline, la ciprofloxacine, la doxycycline, I'erythromycine, la 
gentamicine, la levofloxacine, I'ofloxacine, la rifampicine, la telithromycine, le 
thiamphenicol, la penicilline, la ceftriaxone, I'oxacilline., le cotrimoxazole, le 
10 chloramphenicol. 

Selon une premiere variante de realisation, on realise ladite methode PCR 
quantitative en amplifiant un gene ou une portion de gene specifique de ladite 
bacterie a I'aide d'amorces specifiques de ladite bacterie. 

Plus particulierement pour les bacteries du genre Rickettsia, ladite 
15 methode PCR quantitative est realisee avec les amorces suivantes : 

- amorce n°1 : 5-GGG GGC CTG CTC ACG GCG G-3' et 
-amorce n°2 : S'-ATT GCA AAA AGT ACA GTG AAC A-3'. 

Selon une seconde variante de realisation, on realise ladite methode PCR 
quantitative a I'aide d'amorce universelle pouvant amplifier un ADN contenu dans 
20 toute espece bacterienne et on verifie la specificite de la reaction d'amplification 
vis a vis de ladite bacterie par le sequengage de I'ADN amplifie. 

Ce choix d'une amorce universelle pose le probleme theorique d'un 
manque de specificite de I'amplification et du risque potentiel d'amplifier de I'ADN 
contaminant. Mais, la verification de la specificite des fragments d'ADN amplifies 
25 par sequengage de cet ADN permet d'ecarter les resultats montrant une 
amplification autre que celle attendue. 

Plus particulierement, on utilise des amorces universelles provenant de 
I'ADN ribosomal 16S ou de I'ADN codant pour TARN polymerase, de preference 
I'ADN codant pour la sous unite B de TARN polymerase appele gene rpoB (22- 
30 28). 

Plus particulierement encore, les amorces universelles utilisees pour 
ladite methode PCR quantitative etaient les suivantes : 

- amorce n°3 : 5'-ATT AGA TAC CCT GGT AG-3' et 
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- amorce n°4 : 5'-CAC GAG CTG ACG ACA-3'. 

Dans un mode de realisation avantageux, ladite methode PCR 
quantitative est une methode PCR quantitative en "temps reel" qui permet de 
deduire le nombre de copies de I'ADN contenu dans I'echantillon avant 
5 amplification en fonction du nombre de cycles d'amplification necessaire pour 
atteindre un seuil de detection donne a I'aide des sondes de detection mises en 
oeuvre. Dans ce cas, la courbe d'etalonnage fournit le titre bacterien en fonction 
du nombre de cycles, qui est inversement proportionnel. 

On peut utiliser comme methode de PCR quantitative la technique dite "en 
10 temps reel" ou "Real Time PCR", avec un appareil de type "Light Cycler" diffuse 
par la societe Roche Biochemicals (17). 

Cette technique a comme avantage d'une part, de realiser une reaction de 
PCR en un temps rapide par rapport aux techniques utilisant un thermocycleur 
conventionnel. La raison en est que les variations de temperature au cours de la 
15 reaction PCR se font en milieu aerien pour le "Light Cycler" et non en milieu 
hydrique comme pour les thermocycleurs conventionnels. 

D'autre part, cette technique est dite "en temps reel" car la detection de 
('amplification de I'ADN est realisee en temps reel par methode de fluorescence 
a I'interieur d'un meme appareil sans necessiter de pratiquer une technique 
20 supplemental en fin de reaction, par exemple par la realisation d'une migration 
de I'ADN amplifie en gel d'agarose, comme d'est le cas avec les techniques 
conventionnelles. 

L'appareil de type "Light Cycler" de Roches Biochemicals est un appareil 
combinant les capacites d'un thermocycleur et d'un fluorimetre (17). 

25 L'amplification d'ADN par technique de PCR est detectee grace a la presence de 
sonde s'hybridant specifiquement avec I'ADN amplifie et generant un signal de 
fluorescence. Le nombre de cycles necessaires a Tobtention d'un seuil de 
fluorescence permet de deduire la quantite d'ADN initialement contenue dans 
I'echantillon considere (18). 

30 Toutefois, la presente invention permet d'utiliser une technique de 

quantification des copies d'ADN quelle que soit la methode PCR quantitative 
utilisee pour cette quantification. 
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En particulier la presente invention est applicable aux methodes 
d'amplification de type RT-PCR mentionnees precedemment, c'est-a-dire des 
methodes dans lesquelles on realise une etape initiate de transcription inverse 
d'ARN messageren ADN. 
5 La presente invention fournit egalement une methode de determination de 

la CMI (Concentration Minimale Inhibitrice) d'un antibiotique vis a vis d'une 
bacterie en mettant en oeuvre une methode selon I'invention dans laquelle on 
realise des dites cultures bacteriennes a I'aide de concentrations croissantes 
dudit antibiotique. 

10 En particulier, la presente invention permet de realiser des cultures 

bacteriennes de bacteries a croissance extracellulaire a partir d'un inoculum de 
depart contenant 10 4 a 10 5 bacteries/ml correspondant au standard actuel de 
determination de CMI pour ce type de bacteries. 

La presente invention a egalement pour objet une trousse (ou kit) pour la 

15 mise en oeuvre d'une methode selon I'invention, caracterise en ce qu'il 
comprend : 

- au moins un antibiotique, de preference une pluralite d'antibiotiques, et 

- des reactifs utiles pour la mise en oeuvre d'une reaction d'amplification 
d'ADN par une dite methode PCR quantitative, et 

20 - des reactifs utiles pour la mise en oeuvre desdites cultures bacteriennes. 

Plus particulierement, une trousse selon I'invention comprend des 
amorces d'amplification d'un gene ou d'une portion de gene de ladite bacterie. 

Plus particulierement encore, une trousse selon I'invention comprend 
avantageusement : 
25 - differentes concentrations d'antibiotiques a tester, 

- des reactifs permettant la croissance des bacteries telles qu'un milieu de 
culture Mueller Hinton pour les bacteries dites banales a croissance rapide en 
milieu axenique ou tout autre milieu de culture adapte a la bacterie etudiee si 
celle-ci necessite des conditions de culture plus elaborees, 

30 - des reactifs d'extraction des suspensions bacteriennes obtenues avant 

et apres incubation des cultures, en presence ou non de I'antibiotique teste, 

- des reactifs pour la reaction d'amplification et de quantification de I'ADN, 
tels que I'ADN polymerase, les tampons de reaction, les amorces specifiques 
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amplifiant notamment I'ADN ribosomal 16S ou I'ADN codant pour la sous unite B 
de I'ADN polymerase, ou tout autre ADN choisi dans le but de quantifier le 
nombre de copies d'ADN. 

D'autres caracteristiques et avantages de la presente invention 
5 apparaitront a la lumiere des exemples qui vont suivre en reference aux figures 
1 et 2. 

La figure 1 represente une courbe de croissance de Escherichia coli en 
presence ou non d'amoxicilline (4pg/ml) determinee par methode 
densitometrique (DO) et par methode de PCR quantitative (LC) decrite a 
10 I'exemple2. 

La figure 2 represente une courbe de croissance de Staphylococcus 
aureus en presence ou non d'oxacilline (4pg/ml) determinee par methode 
densitometrique (DO) et par une methode de PCR quantitative (LC) decrite a 
I'exemple 2. 

15 Sur les figures 1 et 2 ("DO" represente les resultats par methode de 

mesure de densite optique et LC represente les resultats par methode PCR 
« Light Cycler »). 

Exemple 1. Determination par methode de PCR quantitative de la 
sensibilite aux antibjotigues (CMI) de Rickettsia felis* R conorii et R typhi 
20 cultivees en milieu cellulaire. 

La presente invention a d'abord ete appliquee a revaluation de la 
sensibilite aux antibiotiques de I'espece Rickettsia felis t recemment isolee et 
pour laquelle aucune donnee concernant sa sensibilite aux antibiotiques 
n'etaient disponibles. Afin de mettre au point cette invention, les inventeurs ont 

25 teste en parallele par cette technique la sensibilite de deux autres bacteries du 
genre Rickettsia (R. typhi et R. conorii), dont la sensibilite aux antibiotiques avait 
ete prealablement testee par methode des plages de lyse (4). Ces bacteries de 
croissance intracellulaire stricte representent un exemple typique du type de 
bacteries sur lesquelles il est difficile de mesurer Tactivite des antibiotiques. 

30 Les bacteries appartenant au genre Rickettsia sont intracellulars 

strictes. R. felts et R conorii appartiennent au groupe des rickettsies 
responsables de fievres boutonneuses (7,12). R conorii est I'agent de la fievre 
boutonneuse mediterraneenne (8). R typhi appartient au groupe typhus, et est 
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I'agent du typhus murin (8). R. felis a d'abord ete caracterisee en 1992 chez la 
puce de chat (Ctenocephalides felis) par Azad et col. (13), qui ont propose le 
terme d'agent ELB. On a obtenu en culture R. felis pour la premiere fois en 
utilisant une lignee cellulaire de crapaud (la lignee XTC-2) incubee a 28°C (7). 

5 Cet isolat presentait les meme caracteristiques que I'agent ELB sur le plan 
genotypique, mais des caracteres phenotypiques tres differents. 

La sensibilite aux antibiotiques des rickettsies est habituellement 
determinee en culture de cellules Vero et utilise comme reference la methode 
d'inhibition de formation de plages de lyse (4). Du fait de ('absence de formation 

10 de plage de lyse par R. felis en cellules XTC-2 ou en cellules Vero, la methode 
de reference ne pouvait pas etre utilisee. On a done elabore deux nouvelles 
techniques, la premiere etant basee sur la coloration de Gimenez, et la 
deuxieme sur la methode de PCR quantitative. De fagon a valider la methode 
par PCR quantitative, on a egalement teste en parallele les especes R. conoriiet 

15 R. typhi par ces methodes et par la methode de reference des plages de lyse 
(4). 

Souches bacteriennes. Rickettsia felis a ete isolee de puce de chat 
Ctenocephalides felis qui nous ont ete fournies par le Dr. Jay Geaorgi (Flea Data 
Inc., Freeville, N.Y., USA) d'une part, et par le Dr. Lane Foil (LSU Entomology, 

20 Baton Rouge, USA). L'isolement de cette espece a ete obtenu en cellules XTC2 
derivees de crapaud (Xenopus laevis), incubees a 28°C, en milieu de Lebowitz- 
15 contenant 2mM L-Glutamine (Gibco) et 5% de serum de veau foetal et 2% de 
tryptose phosphate (Gibco). Quatre isolats de R. felis ont ete utilise dans cette 
etude, nommes respectivement : « Petel », « Pete 2 », « Cal2 », et « Baton 

25 Rouge ». On a teste egalement les souches R. conorii (ATCC VR-141), et R. 
typhi Wilmington (ATCC VR-144). Ces souches ont ete cultivees en cellules 
Vero, en milieu de Eagle (Minimum Essential Medium) a 32°C, comme indique 
precedemment (4). 

Antibiotiques. On a teste les antibiotiques suivants : amoxicilline (Beecham- 
30 Sevigne, Paris, France), gentamicine (Dakota Pharm, Creteil, France), 
ciprofloxacine (Bayer Pharma, Sebs, France), erythromycine (Abbott, Rungis, 
France), rifampicine (Cassenne, Puteaux, France), doxycycline (Pfizer, Neuilly, 
France), telithromycine (Hoescht Marion Roussel, Romainville, France), 
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levofloxacine (Hoescht Marion Roussel, Romainville, France), ofloxacine 
(Diamant, Puteaux, France), cotrimoxazole (Roche, Paris, France), and 
thiamphenicol (Sanofi Winthrop, Gentilly, France). Les poudres antibiotiques ont 
ete solubilisees en eau distillee sterile, sauf pour la telithromycine qui a ete 
5 d'abord solubilisee en methanol puis en eau distillee sterile. Ces solutions stocks 
ont ete conservees a -80°C. Les concentrations finales d'antibiotiques etaient 
preparees de fagon extemporanee a partir de ces solutions stocks. 
Determination de la sensibilite aux antibiotiques. La sensibilite aux 
antibiotiques de R. felis a ete determinee par deux nouvelles techniques : une 

10 technique utilisant la coloration de Gimenez, et une technique de PCR 
quantitative. R. conorii et R. typhi ont ete testees par ces deux techniques et par 
la methode des plages de lyse precedemment decrite (4) de fagon a comparer 
les resultats obtenus avec les differentes methodes. Les techniques basees sur 
la coloration de Gimenez et sur la PCR quantitative ont ete realisees 

15 simultanement. Pour les souches de R. felis, des cellules XTC2 cultivees en 
plaques de 24 puits etaient infectees pendant 1h a temperature ambiante avec 
un inoculum de la souche testee. Les antibiotiques etaient ensuite ajoutes a des 
concentrations croissantes de raison 2, et les cultures ont ete incubees a 28°C. 
R. conorii et R. typhi ont ete testees selon la meme procedure, mais en cultures 

20 de cellules Vero, incubees a 32°C. Pour chaque souche de rickettsies, des 
cultures infectees ne recevant pas d'antibiotique servaient de controle de 
croissance (controle positif), alors que des cellules non infectees depourvues 
d'antibiotique servaient de controle negatif. Immediatement apres infection des 
cellules (temps o) et apres 5 jours, 7 jours et 9 jours d'incubation des cultures, la 

25 croissance des rickettsies en presence ou non de Tantibiotique teste etait 
evaluee apres recolte des cellules infectees, soit par methode de Gimenez, soit 
par PCR quantitative. Les test ont ete realises en duplicata et repetes pour 
confirmation des resultats. 

Pour la technique de coloration de Gimenez, un etalement des cellules 

30 recoltees dans chaque puits etait realise par centrifugation, et les rickettsies 
etaient revelees par coloration de Gimenez. Les lames etaient ensuite 
examinees au microscope au grossissement x 1000, et la presence de cellules 
contenant des amas de rickettsies etait notee. La concentration minimale 
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inhibitrice correspondait a la plus petite concentration cTantibiotique 
correspondant a I'absence de formation de ces amas bacteriens intracellulaires 
ou a la presence de quelques amas en quantite inferieure ou egale a ceux 
visibles au niveau du controle correspondant au temps 0. Le controle positif 
5 permettait de verifier I'absence d'inhibiteur de croissance autre que I'antibiotique. 

Pour la technique de PCR quantitative, les cultures cellulaires prelevees 
aux differents temps d'incubation etaient congelees a -20°C. L'ADN bacterien 
etait ensuite extrait et quantifie par PCR quantitative sur un appareil de type 
Light Cycler (Roche Biochemicals, Mannheim, Germany). L'extraction d'ADN 

10 etait realisee de la fagon suivante. Apres decongelation des tubes contenant les 
suspensions cellulaires, celles-ci etaient centrifugees a SOOOrpm pendant 10 
min. Les culots cellulaires etaient alors lavees deux fois en eau distillee sterile, et 
reprises dans 200|jl d'eau distillee sterile. L'extraction d'ADN etait ensuite obtenu 
par la methode du Chelex a 20% (Biotechnology-grade chelating resin-Chelex 

15 100, Biorad, Richmond, California) (15). En bref, 500pl de Chelex 20% etaient 
ajoutees a chaque suspension bacterienne, qui etaient ensuite agitees au vortex, 
et incubees en eau bouillante pendant 30 min. Les tubes etaient ensuite 
centrifuges a 14000rpm pendant 10min, et les surnageants contenant I'ADN 
extrait etaient recuperes et stockes a 4°C. 

20 L'ADN contenu dans ces preparations etait ensuite evalue par methode 

de PCR quantitative au Light Cycler. La PCR a ete realisee avec les amorces 
ADN CS877F (5'-GGG GGC CTG CTC ACG GCG G-3') et CS1258R (5'-ATT 
GCA AAA AGT ACA GTG AAC A-3') permettant d'amplifier une partie du gene 
codant pour la citrate synthetase (16). Les melanges de PCR ont ete prepares 

25 comme indique par le fabricant : 2 pi de Light Cycler DNA Master SYBR Green 
(Roche Biochemicals), 2,4 pi de MgCI 2 a 4mM, 1 pi de chacune des amorces a 
0,5 |jM, 11,6 pi d'eau distillee sterile, et 2 pi d'ADN. Les conditions de PCR 
etaient les suivantes : denaturation initiale par 1 cycle a 95°C pendant 120 sec, 
puis 40 cycles comportant une denaturation a 95°C pendant 15sec, une 

30 hybridation a 54°C pendant 8 sec, et une extension a 72°C pendant 15 sec avec 
une acquisition de fluorescence a 54° en mode simple. La specificite de la PCR 
etait confirmee par sequengage de I'ADN amplifie. 
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De fagon a pouvoir convertir les resultats obtenus en PCR quantitative en 
quantite reelle de bacteries presents dans I'echantillon, des courbes 
d'etalonnage ont ete realisees. Pour ce faire, un inoculum bacterien prepare 
pour chaque souche de rickettsies etait titre par dilutions limites de raison 10 
5 ensemences en culture cellulaire comme indique precedemment, la presence de 
rickettsies etant revelees par coloration de Gimenez apres 9 jours d'incubation 
des cultures. Parallelement, les memes dilutions etaient titrees par methode de 
PCR quantitative, comme indique plus haut. Ceci permettait in fine de convertir 
les resultats de PCR quantitative en Unites Infectieuses/ml. Par methode de 
io PCR quantitative, la CMI d'un antibiotique correspondait a la plus petite 
concentration d'antibiotique empechant toute croissance de la souche testee, 
c'est a dire un titre bacterien apres 9 jours d'incubation ces cultures inferieur ou 
egal a celui de rinoculum initial determine par la meme technique. 
Resultats. 

15 Les CMI obtenus par les differentes methodes citees pour R. fetis, R. 

conorii et R typhi sont resumees dans le tableau 1 . Les resultats obtenus par 
ces differentes methodes sont tres concordants. Les resultats obtenus avec la 
methode de PCR quantitative montrent la specificite de cette technique du fait de 
la presence d'un pic de fusion unique qui indique que I'ADN amplifie au cours 

20 des differentes reactions de PCR etait toujours le meme. Ces resultats ont ete 
confirme par ailleurs, par electrophorese en gel et sequengage de I'ADN amplifie 
qui correspondait bien au poids moleculaire et a la sequence attendus. La 
courbe d'etalonnage realisee permet de correler les resultats de PCR 
quantitative avec les titres bacteriens determines par methode de dilutions 

25 limites. Une relation lineaire entre les deux types de resultats pouvait etre mise 
en evidence. Les titres bacteriens utilises pour la determination de la sensibilite 
aux antibiotiques etaient de 2,7 +/- 0,5 10 3 /ml pour R. felt's, 1,9 +/- 0,8 10 3 /ml 
pour R. conorii et R. typhi. Les titres etaient de 2,5 +/- 0,5 1 0 5 , 1,4 +/- 0,2 1 0 5 , 
et 1,8 10 5 respectivement pour R. felis apres 9 jours d'incubation des cultures et 

30 pour R. conorii et R. typhi apres 5 jours correspondant a une croissance 
d'environ 2 logs. Les titres mesures pour les rickettsies ne sont pas standardises 
comme pour les bacteries a croissance rapide en milieu extracellulaire. D'autre 
part un titre en Unites Infectieuses par ml de milieu de surnageant de culture 
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(pour les rickettsies) n'est pas equivalent au titre en UFC/ml de bouillon pour les 
bacteries extracellulaires, du fait que les rickettsies ne poussent qu'a I'interieur 
des cellules et pas dans le surnageant. Toutefois, la technique de PCR 
quantitative permet une standardisation de I'inoculum de rickettsies utilise pour 
5 les tests antibiotiques, ce qui n'etait pas possible ou difficilement realisable 
auparavant. 

Les quatre souches de R. felis presentaient la meme sensibilite aux 
antibiotiques, et etaient resistantes a ramoxicilline, a la gentamicine, et au 
cotrimoxazole. Les CMI d'erythromycine variaient de 16 a 32 pg/ml, et celles de 
10 la telithromycine variaient de 1 a 2 pg/ml. Les CMI de fluoroquinolones variaient 
de 0,5 a 1 vg/m\, et celles du chloramphenicol de 1 a 4 |jg/ml. La rifampicine 
etait bacteriostatique a des concentrations variant de 0,06 a 1 pg/ml. La 
doxycycline etait I'antibiotique le plus actif, avec des CMI variant de 0,06 a 0,125 
pg/ml. 

15 Les resultats obtenus avec la methode selon I'invention sont tout a fait 

correles, concernant R. conorii et R. typhi, aux donnees obtenues 
anterieurement avec les techniques de plages de lyse et colorimetrique <4), ce 
qui valide notre technique. Ces deux dernieres techniques n'etant pas utilisables 
pour R. felis, nous avons valides les resultats obtenus en PCR quantitative pour 

20 cette espece par une deuxieme technique basee sur la formation d'amas de 
rickettsies intracellulaires revele par coloration de Gimenez. La encore, nos 
resultats montrent une bonne correlation entre la methode de PCR quantitative 
et la technique utilisant la coloration de Gimenez. R. felis est done, comme les 
autres rickettsies, tres sensible a la doxycycline, a la rifampicine, au 

25 thiamphenicol, a la telithromycine, et aux fluoroquinolones. Par contre, sa 
relative resistance a Terythromycine permet de supposer que cette espece est 
plus proche des rickettsies du groupe boutonneux. En effet, nous avons montre 
precedemment que les rickettsies du groupe boutonneux sont naturellement plus 
resistantes a I'erythromycine que celles du groupe typhus (4). Ce resultat est 

30 d'autre part en accord avec les etudes phylogenique situant R. felis dans le 
groupe boutonneux, entre R. akarieX R. australis (7,12,19). R. felis est par contre 
resistante, a Tinstar des autres rickettsies, aux beta-lactamines, aux aminosides, 
et au cotrimoxazole. Ces resultats different de ceux publies par Radulovic et col. 
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(20), mais ces auteurs ont publies un erratum indiquant que la souche etudiee 
etait en fait R. typhi et non R. felis (21). 

On rapporte done ici la premiere utilisation de cette technique pour un 
pathogene intracellulaire strict. Du fait de sa simplicity et de sa fiabilite, cette 
5 methode peut avantageusement remplacer la technique de reference des plages 
de lyse beaucoup plus fastidieuse. Les applications de cette technique de 
determination de la sensibilite aux antibiotiques peuvent etre etendues a 
I'ensemble des bacteries, intracellulaires. 

10 Table 1 . Sensibilite de R. felis, R. conorii et R. typhi a differents antibiotiques 
determinee par methode de PCR quantitative comparativement aux methodes 
des plages de lyse et a une nouvelle technique basee sur la coloration de 
Gimenez. 
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Erythromycins 


32 


16 


16 


16 








Gentamicine 


>32 


>32 


>32 


>32 


>32 >32 >32 


>32 >32 >32 
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Levofloxacine 


0.5 


1 


1 


0.5 


1 1 


0.5 0.5 




Ofloxacine 


0.5 


1 


1 


0.5 


1 1 1 


1 1 1 




Rifampicine 


0.5 


0.06 


1 


0.25 


0.25 0.25 0.06 


0.1250.25 0.06 




SXT/TMP 


>16/4 


>16/4 


>16/4 


>16/4 


>16/4>16/4>16/4 


>16/4>16/4>16/4 




Telithromycine 


1 


1 


1 


1 


0.5 1 1 


0.5 0.5 1 
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Thiamphenicol 


2 


1 


4 


2 


1 1 1 


1 1 1 



Gim : methode par coloration de Gimenez 
PCRq : methode par PCR quantitative 
PL : methode des plages de lyse 
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Exemple 2 : Determination de la sensibilite aux antibiotiques de 
d iff e rentes bacteries de croissance en milieu axenique par methode de 
PCR quantitative. 

De fagon a etendre I'invention a I'ensemble des bacteries, les inventeurs 
5 ont teste la sensibilite a certains antibiotiques de bacteries a croissance en 
milieu axenique appartenant notamment a differentes especes mentionnees ci- 
apres. Les inventeurs ont ainsi evalue la sensibilite de ces bacteries a differents 
antibiotiques par mesure de leur croissance en presence ou non de differents 
antibiotiques testes en concentration critique permettant de definir les zones de 
10 sensibilite et de resistance selon le Comite Frangais de rAntibiogramme de la 
Societe Frangaise de Microbiologie (CA-SFM). 

Souches. Les souches testees appartiennent aux especes suivantes : 
Escherichia coli (une souche sensible a ramoxicilline et une souche resistante a 
cet antibiotique); Enterobacter cloacae (souche resistante a la ceftriaxone par 

is cephalosporinase dereprimee) ; Salmonella enteritidis (souche sensible a la 
ceftriaxone) ; Shigella dysenteriae (souche sensible a le ceftriaxone) ; 
Enterococcus faecalis (souche sensible a ramoxicilline) ; Staphylococcus aureus 
(une souche meticillino-sensible et une souche meticillino-resistante) ; 
Campylobacter jejuni (souche sensible a I'erythromycine), Streptococcus 

20 pneumoniae (souche de sensibilite intermediate a la penicilline G) ; Bartonella 
quintana Oklahoma et Bartonella henselae Houston-1).. 

Antibiotiques. Les antibiotiques suivants ont ete testes : penicilline G (Diamant, 
Puteaux, France), amoxicilline (Beecham Laboratories, Nanterre, France), 
ceftriaxone (Roche, Neuilly-sur-Seine, France), oxacilline (Panpharma Zl du 

25 Clairay 35133 Luitre - Fougeres France), erythromycine (Abbott Laboratories, 
Rungis, France), doxycycline (Pfizer, Neuilly, France), rifampicine (Cassenne, 
Puteaux, France). Ces differents antibiotiques ont ete testes aux differentes 
concentrations critiques definies pour chaque pathogene teste d'apres les 
recommandations du comite frangais de Tantibiogramme de la societe frangaise 

30 de microbiologie (CA-SFM). 

Determination de la sensibilite des bacteries aux antibiotiques. Pour chaque 
souche bacterienne, un inoculum a ete prepare en milieu de Mueller Hinton 
(milieu de reference pour la determination des CMI) titre par methode 
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densitometrique a ~10 5 UFC/ml (soit 0,5 unites standard McFarland). Cet 
inoculum a ete reparti (0.9ml/puits) en plaques de 24 puits. Les antibiotiques ont 
ete ensuite ajoutes (0.1ml/puits d'une solution antibiotique 10 x concentree par 
rapport a la concentration finale desiree). Certains puits ne recevant pas 
5 d'antibiotique ont servis de controle de croissance. Les cultures ont ete incubees 
a 37°C, pendant une duree totale de 18 heures. Les cultures ont ete recoltees a 
differents intervalles (Oh, 1h, 2h, 3h, 4h, 6h, 9h, 12h, 18h) de fa9on a determiner 
une courbe de croissance bacterienne en presence ou en I'absence de 
I'antibiotique considere et a titrer I'inoculum bacterien initial (temps Oh). Ces 
10 differentes suspensions bacteriennes ont ensuite ete titrees par la methode de 
PGR quantitative. 

Titrage des suspensions bacteriennes par PCR quantitative. 

Les titrages bacteriens ont ete effectues par methode de PCR 
quantitative, utilisant le Light Cycler comme indique precedemment pour 

15 Rickettsia felis. 

L'extraction d'ADN a ete realise par methode du Chelex, selon une 
procedure identique a celle decrite pour R. felis. Les melanges et cycles de PCR 
ont ete realises selon les recommandations de Roche Biochemicals. Les 
amorces utilisees pour la PCR etaient les suivantes : 800F (5'-ATT AGA TAC 

20 CCT GGT AG-3')et 1050R (5'-TGT CGT CAG CTC GTG -3'). Ces amorces 
permettent I'amplification d'un fragment de -250 bases du gene codant pour 
l'ARN16S de toute bacterie (amorces universetles), et ont ete utilisees 
anterieurement dans le laboratoire a des fins diagnostiques. La specificite de la 
reaction d'amplification a ete verifiee en gel d'agarose et par sequengage de 

25 TADN amplifie. Pour chaque souche bacterienne testee, une courbe 
d'etalonnage etait realisee de fagon a convertir les resultats obtenus en PCR 
quantitative en quantite reelle de bacteries presentes dans Techantillon. Pour ce 
faire, un inoculum bacterien de titre connu obtenu apres incubation de la souche 
consideree pendant 24h en milieu Mueller Hinton etait dilue (dilutions de raison 

30 10, de 10" 1 a 10" 12 ). Chaque dilution etait titree parallelement par methode de 
PCR quantitative et par methode des unites formant colonie (UFC) apres 
ensemencement de 1 00pl de dilution sur une gelose Mueller Hinton et incubation 
de ces geloses 24h a 37°C. Ceci permettait in fine de convertir les resultats de 
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PCR quantitative en UFC/ml. Par methode de PCR quantitative, la CMI d'un 
antibiotique correspond a la plus petite concentration d'antibiotique empechant 
toute croissance de la souche testee, c'est a dire un titre bacterien apres 
incubation des cultures inferieur ou egal a celui de I'inoculum initial determine 
5 par la meme technique. 
Resultats. 

Les resultats obtenus initialement ont montre la possibility de sous 
evaluation du nombre de copies d'ADN par PCR quantitative, soit du fait du 
manque de sensibilite de cette methode lorsque I'inoculum initial contenait un 

10 nombre de copies d'ADN trop faible, soit au contraire lorsque le nombre de 
copies d'ADN contenu dans I 'inoculum etait trop eleve entramant une inhibition 
de la reaction d'amplification par PCR. Les figures 1 et 2 illustrent le phenomene 
d'inhibition de la PCR en montrant I'absence de correlation entre titres obtenus 
par densitometrie et PCR lorsque le nombre de copies d'ADN dans I'echantillon 

15 est trop important, notamment au-dela de 10 8 bacteries/ml. II a done ete defini 
une courbe d'etalonnage avec comme inoculum bacterien maximum celui 
obtenu apres un temps d'incubation des cultures permettant de mettre en 
evidence une croissance de -3 log de I'inoculum bacterien initial (par exemple la 
suspension bacterienne obtenue apres 6 heures de culture pour Escherichia coli 

20 ou Staphylococcus aureus) et des dilutions de raison 10 de cet inoculum. De 
meme, cette courbe d'etalonnage n'a ete utilisee que dans sa partie lineaire. 
Pour les memes raisons, on a eu des difficultes a amplifier avec un meme 
protocole de PCR quantitative des inocula bacteriens dont le nombre d'unites 
formant colonie pouvait varier de plus de 4 log apres 12 heures ou plus 

25 d'incubation des cultures. Ces titres bacteriens n'etant pas necessaires pour la 
determination de I'activite des antibiotiques (qui etait visible apres seulement 4 
heures d'incubation des cultures) nous ne les avons pas consideres. Au total on 
a titre le nombre de copies d'ADN sur des suspensions bacteriennes dont les 
titres variaient de ~10 4 -10 5 UFC/ml (inoculum initial) a -10 6 -10 8 UFC/ml (apres 4 

30 a 6 heures d'incubation). Ceci a permis de determiner I'activite des antibiotiques 
par quantification des copies d'ADN par un protocole d'amplification par PCR ne 
necessitant pas de dilution prealable des echantillons bacteriens. 
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Les resultats obtenus apres mise au point de notre methode montrent la 
possibility de definir une courbe de croissance de Escherichia coli et 
Staphylococcus aureus par methode de PCR quantitative (figures 1 et 2). Ces 
courbes sont superposables a celles determinees par methode des unites 
5 formant colonie (figures 1 et 2). On note une augmentation de ~3 log pour 
chacune de ces deux especes apres 6 heures d'incubation des cultures. On a 
teste I'activite de Tamoxicilline sur la souche d'E. coli sensible a cet antibiotique, 
a la concentration critique inferieure en dega de laquelle est definie la zone de 
sensibilite (c'est a dire 4|jg/ml). Les courbes de croissance en presence de 
o I'antibiotique obtenues par methode des ufc et par PCR quantitative sont 
superposables, et montrent une stagnation de I'inoculum bacterien au cours du 
temps, ce qui correspond a un effet bacteriostatique. On a teste de fagon 
similaire I'activite de I'oxacilline (2pg/ml) vis a vis d'une souche de S. aureus 
sensible a cet antibiotique. Les courbes obtenues (methode des ufc et PCR 
5 quantitatives) sont la encore superposables, et montrent un effet bacteriostatique 
de I'oxacilline vis a vis de cette souche. 
Discussion. 

Les resultats obtenus montrent la possibility d'etablir une courbe de 
croissance de Escherichia coli (bacterie a Gram negatif) et de Staphylococcus 
aureus (bacterie a Gram positif) au cours du temps par methode de PCR 
quantitative, et ceci de fagon superposable a la methode de reference de 
denombrement des unites formant colonie. On a teste dans un premier temps 
I'activite de I'amoxicilline vis a vis d'une souche de E. coli sensible a cet 
antibiotique, et I'activite de I'oxacilline vis a vis d'une souche sensible de S. 
aureus. De fagon a simplifier le test, on a teste ces antibiotiques a la 
concentration critique inferieure definie par le CA-SFM. La encore les resultats 
obtenus par methode de PCR quantitative sont tout a fait concordants avec ceux 
de la technique des ufc. L'absence de croissance de la souche d'E. coli en 
presence d'amoxicilline confirme sa sensibilite a cet antibiotique. II en est de 
meme de la souche de S. aureus vis a vis de I'oxacilline. Les figures 1 et 2 
montrent de plus, une difference significative en les courbes de croissance 
obtenues en presence ou en absence d'antibiotique apres seulement 4 heures 
d'incubation des cultures. Les resultats preliminaires confirment done la 
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possibility de definir dans un laps de temps court (de I'ordre de 4 heures) la 
sensibilite aux antibiotiques de bacteries a croissance en milieu axenique. 

Les resultats par PCR quantitative permettent de definir la sensibilite 
d'une souche bacterienne par rapport a un antibiotique donne dans un delai de 4 

5 heures d'incubation des cultures, alors que le delai habituel pour les techniques 
conventionnelles est de 18 heures, et reste de 6 a 8 heures, voire plus pour les 
techniques automatisees (5). Ceci correspond a un avantage notable de la 
technique de PCR quantitative par rapport aux techniques disponibles 
actuellement pour la determination de la sensibilite des bacteries couramment 

10 isolees en laboratoire de microbiologie clinique. 
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REVENDICATIONS 

1. Methode de determination de I'activite bacteriostatique ou d'un 
antibiotique vis a vis d'une bacterie, caracterisee en ce qu'on effectue les etapes 
suivantes dans lesquelles : 

5 1 ) on realise des cultures in vitro de ladite bacterie a partir d'un inoculum 

de depart, respectivement en presence et en I'absence dudit antibiotique 
pendant un meme temps defini d'incubation de ladite culture, permettant de 
multiplier le titre bacterien obtenu dans la culture sans antibiotique par rapport a 
celui de I'inoculum de depart d'un facteur, d'au moins 10 2 , et 

10 2) on extrait les ADN bacteriens de I'inoculum de depart et des cultures de 

ladite bacterie respectivement en presence et en I'absence dudit antibiotique, 
apres ledit temps d'incubation, et on realise une amplification enzymatique de 
I'ADN d'un gene ou d'une portion de gene contenu dans lesdits ADN bacteriens 
par une methode du type PCR quantitative, selon un meme protocole, ladite 

15 methode permettant de deduire les quantites d'ADN bacterien contenues dans 
ledit inoculum de depart et lesdites cultures, et 

3) on compare les nombre de copies d'ADN de I'inoculum de depart et 
des cultures bacteriennes apres un meme temps d'incubation, respectivement 
en presence et en I'absence d'antibiotique, et on determine une activite 

20 bacteriostatique ou bactericide dudit antibiotique vis a vis de ladite bacterie si le 
nombre de copies d'ADN de ladite culture bacterienne apres incubation de la 
culture en presence d'antibiotique est : 

- inferieur ou egal au nombre de copies de I'ADN bacterien dans 
I'inoculum de depart, et 

25 - inferieur au nombre de copies de I'ADN bacterien apres incubation de 

ladite culture en I'absence d'antibiotique. 

2. Methode selon la revendication 1, caracterisee en ce que ladite 
bacterie est une bacterie a croissance en milieu axenique. 

3 Methode selon la revendication 2, caracterisee en ce qu'on realise 
30 une culture en milieu axenique pendant un temps d'incubation de 3 a 6 heures. 

4. Methode selon I'une des revendications 2 ou 3, caracterisee en ce 
que ladite bacterie est choisie parmi Escherichia coli, Salmonella enterica, 
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Shigella dysenteriae, Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, 

Enterobacter cloacae. 

5. Methode selon Tune des revendications 2 a 4, caracterisee en ce 

'on realise lesdites cultures a partir d'un inoculum de depart contenant un titre 
5 bacterien de 10 4 a 10 5 bacteries/ml et pendant un dit temps d'incubation 

permettant d'obtenir une croissance des bacteries correspondant a une 

multiplication du titre bacterien en I'absence d'antibiotique d'un facteur 10 2 a 10 3 . 
6- Methode selon la revendication 1, caracterisee en ce que ladite 

bacterie est une bacterie a croissance intracellulaire 
10 7. Methode selon la revendication 6, caracterisee en ce que ladite 

bacterie est une bacterie du genre Rickettsia telle que Rickettsia felis, Rickettsia 

typhi et Rickettsia conorii. 

8- Methode selon Tune des revendications 6 ou 7, caracterisee en ce 

qu'on realise ladite culture pendant un temps de 5 a 7 jours. 
15 9- Methode selon Tune des revendications 1 a 8, caracterisee en ce 

qu'on realise une quantification directe d'un meme volume de I'echantillon 

bacterien desdits ADN bacteriens de I'inoculum de depart et des echantillons 

desdites cultures bacteriennes obtenues apres incubation, sans recours a des 

dilutions prealables desdits echantillons. 
20 10. Methode selon I'une des revendications 1 a 9, caracterisee en ce 

qu'on etablit une courbe d'etalonnage permettant de convertir les nombres de 

copies d'ADN determines par ladite methode PCR quantitative en titres 

bacteriens. 

11. Methode selon I'une des revendications 1 a 10, caracterisee en ce 
25 que ladite methode PCR quantitative est une methode PCR quantitative dite en 
temps reel qui permet de deduire le nombre de copies de I'ADN contenu dans 
Pechantillon avant amplification en fonction du nombre de cycles d'amplification 
necessaire pour atteindre un seuil de detection donne a I'aide des sondes de 
detection mises en oeuvre. 
30 12. Methode selon Tune des revendications 1 a 11, caracterisee en ce 

qu'on realise ladite methode PCR quantitative en amplifiant un gene ou une 
portion de gene specifique de ladite bacterie a I'aide d'amorces specifiques de 
ladite bacterie. 



WO 03/035905 



31 



PCT/FR02/03566 



13. Methode selon Tune des revendications 1 a 12, caracterisee en ce 
qu'on realise ladite methode PCR quantitative a I'aide d'amorce universelle 
pouvant amplifier un ADN contenu dans toute espece bacterienne et on verifie la 
specificite de la reaction d'amplification vis a vis de ladite bacterie par le 

5 sequengage de I'ADN amplifie. 

14. Methode selon la revendication 13, caracterisee en ce qu'on utilise 
des amorces universelles provenant de I'ADN ribosomal 16S ou de I'ADN codant 
pour TARN polymerase, de preference I'ADN codant pour la sous-unite B de 
TARN polymerase appele gene rpoB. 

10 15. Methode selon Tune des revendications precedentes, caracterisee 

en ce que ledit antibiotique est utilise a une concentration correspondant a la 
concentration critique permettant de definir les zones de sensibilite de resistance 
selon le Comite Frangais de I'antibiogramme de la Societe Frangaise de 
Microbiologie (CA-SFM). 

15 16. Methode selon Tune des revendications precedentes, caracterisee 

en ce que ledit antibiotique est choisi parmi I'amoxicilline, la ciprofloxacine, la 
doxycycline, I'erythromycine, la gentamicine, la levofloxacine, I'ofloxacine, la 
rifampicine, la telithromycine, le thiamphenicol, la penicilline, la ceftriaxone, 
I'oxacilline., le cotrimoxazole, le chloramphenicol. 

20 17. Methode selon la revendication 14, caracterisee en ce que les 

amorces utilisees pour ladite methode PCR quantitative etaient les suivantes : 

- amorce n°3 : 5'-ATT AGA TAC CCT GGT AG-3 1 et 

- amorce n°4 : 5'-CAC GAG CTG ACG ACA-3'. 

18. Methode selon les revendications 7 et 12, caracterisee en ce que 
25 ladite methode PCR quantitative est realisee avec les amorces suivantes : 

- amorce n°1 : 5'-GGG GGC CTG CTC ACG GCG G-3' et 
-amorce n°2 : 5'-ATT GCA AAA AGT ACA GTG AAC A-3'. 

19. Methode selon Tune des revendications 1 a 18, caracterisee en ce 
qu'on determine la CMI (concentration minimale inhibitrice) d'un antibiotique vis a 

30 vis d'une dite bacterie en realisant lesdites cultures bacteriennes a I'aide de 
concentration croissante dudit antibiotique. 

20. Trousse utile pour la mise en ceuvre d'une methode selon Tune des 
revendications 1 a 19, caracterisee en ce qu'elle comprend : 



WO 03/035905 



32 



PCT/FR02/03566 



- au moins un antibiotique, de preference une pluralite d'antibiotiques, et 

- des reactifs utiles pour la mise en oeuvre d'une reaction d'amplification 
d'ADN par 

une dite methode PCR quantitative, et 
5 - des reactifs utiles pour la mise en ceuvre desdites cultures bacteriennes. 

21. Trousse selon la revendication 20, caracterisee en ce qu'elle 
comprend des amorces d'amplification d'un gene ou d'une portion de gene de 
ladite bacterie. 
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